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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　セリシンと、フィチン酸と、ビタミンＤとを有効成分とする、フィラグリン産生促進剤
。
【請求項２】
　前記セリシンが、重量平均分子量５，０００～１００，０００である、請求項１に記載
のフィラグリン産生促進剤。
【請求項３】
　皮膚外用用としての、請求項１または２に記載のフィラグリン産生促進剤。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、フィラグリンの産生促進剤およびそれを含有する皮膚外用剤に関する。
【背景技術】
【０００２】
　表皮は、生体の水分保持や異物の進入を防ぐ機能を持つ厚さ０．２ｍｍ程度の層であり
、表皮ケラチノサイトとその分化細胞、これら細胞が産生するケラチンや脂質などで構成
されている。表皮は深部から基底層、有棘層、顆粒層、角層へと分類され、各層には異な
る成熟段階のケラチノサイトが存在している。
【０００３】
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　表皮の保湿に重要な役割を果たす天然保湿因子（以下、ＮＭＦと称す）は、アミノ酸や
ピロリドンカルボン酸、乳酸などの有機酸やＮａ、Ｋ、Ｃａなどの無機塩類からなり、な
かでもアミノ酸はＮＭＦ成分中の約４割を占めている。
【０００４】
　ＮＭＦ中のアミノ酸は、大部分がフィラグリンに由来する。フィラグリンは前記顆粒層
のケラトヒアリン顆粒で産生される塩基性のタンパク質で、多数のフィラグリンが連結し
たプロフィラグリンという状態で存在する。プロフィラグリンは角化が進むに従って酵素
分解を受けてフィラグリンとなり、さらに様々な酵素によってペプチドやアミノ酸へと分
解されていく。分解生成物の一部のアミノ酸はさらに代謝を受け別のアミノ酸へと転換さ
れ、最終的にＮＭＦの構成要素となる。したがって、元となるフィラグリンの産生量低下
は、最終産物であるＮＭＦ量の低下に繋がり得る。
【０００５】
　すなわちフィラグリンは、ＮＭＦを介した皮膚保湿のみならず、皮膚のバリア機能にも
重要な働きをもっている。なお、近年、フィラグリン遺伝子の異常がアトピー性皮膚炎を
引き起こすということが報告されている（Akiyama M. FLG mutations in ichthyosis vul
garis and atopic eczema; spectrum of mutations and population genetics.）。
【０００６】
　これまでに、フィラグリンまたはＮＭＦ産生量の改善を目的としていくつかのフィラグ
リン産生促進物質が報告されている（たとえば、特許文献１、２、３および４など）。こ
こで、前記保湿作用は、フィラグリンの産生が促進された結果現れる効果の一部である。
【０００７】
　一般に肌の保湿は、グリセリンやブチレングリコールなど親水性の基材やヒアルロン酸
などの多糖類、セリンやプロリンなどの親水性のアミノ酸を用いて肌に直接水分を補給す
るか、または皮膚からの水分喪失を防ぐことで行われている。しかし、皮膚表面に塗布さ
れた保湿成分の効果は一時的であり、肌機能の本質的な改善には至らない。つまり、前記
のようにフィラグリンの産生を促進しＮＭＦ量を増加させることと、外部からの水分補給
により皮膚を保湿することは、本質的に異なる作用なのである。
【０００８】
　ところで、繭糸由来のタンパク質セリシンは、ＮＭＦとよく似たアミノ酸組成であるこ
とが知られている（たとえば、非特許文献１、２および３など）。とくに、親水性アミノ
酸であるセリンの含有率が高く、水との親和性に優れることから、皮膚表面の保湿を目的
として化粧品などに利用されている。また、セリシンは、シミの原因となるメラニンの合
成酵素であるチロシナーゼの活性を阻害することや、優れた抗酸化能を示すことが明らか
となっており、保湿以外の機能に焦点を当てた商品へ応用され、市販されている。しかし
、これまでセリシンがフィラグリンの産生やＮＭＦの量に与える影響については、知られ
ていなかった。
【０００９】
　近年、セリシンを飲用することにより、マウスのフィラグリンや遊離アミノ酸が増加す
ることが報告されているが（Kim, H., et al. Dietary silk protein, sericin, improve
s epidermal hydration with increased levels of filaggrins and free amino acids i
n NC/Nga mice. Br J Nutr., 2012）、仮に消化器からセリシンの一部が吸収され表皮ま
で到達するとしても、その過程で消化・代謝を受けるため、セリシンを皮膚に直接塗布し
た場合のフィラグリンの産生効果とは作用が異なると考えられる。
【先行技術文献】
【特許文献】
【００１０】
【特許文献１】特開２００１－２６１５６８号公報
【特許文献２】特開２００５－１５３４７号公報
【特許文献３】特開２０１０－９００３７号公報
【特許文献４】特開２００２－３６３０５４号公報
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【非特許文献】
【００１１】
【非特許文献１】Kato et al, BIO INDUSTRY,4,15, (1998)
【非特許文献２】Kazuhisa Tsujimoto, BIO INDUSTRY, 3,21,  (2004)
【非特許文献３】Kato et al, FRAGRANCE JOURNAL,4, (2004)
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【００１２】
　本発明は、セリシンの新たな機能を見出し、なされたものであり、直接皮膚に塗布した
場合にＮＭＦの元となるフィラグリンの産生を促進することができる産生促進剤およびそ
れを含有する皮膚外用剤を提供することを目的とする。さらに、セリシンと他の物質とを
併用することにより、よりフィラグリンの産生を促進することのできる産生促進剤および
それを含有する皮膚外用剤を提供することを目的とする。
【課題を解決するための手段】
【００１３】
　すなわち、本発明は、セリシンを有効成分とするフィラグリン産生促進剤に関する。
【００１４】
　前記セリシンが、重量平均分子量５，０００～１００，０００であることが好ましい。
【００１５】
　さらに、フィチン酸および／またはビタミンＤを含むことが好ましい。
【００１６】
　また、本発明は、前記フィラグリン産生促進剤を含む皮膚外用剤に関する。
【発明の効果】
【００１７】
　本発明によれば、皮膚外用剤として直接皮膚に塗布した場合にも、ＮＭＦの元となるフ
ィラグリンの産生を促進することができるので、結果的に表皮のＮＭＦ量を増加すること
ができる。さらに、セリシンとフィチン酸および／またはビタミンＤとを併用することに
より、フィラグリンの産生をより促進することができ、表皮のＮＭＦ量をさらに増加する
ことができる。
【図面の簡単な説明】
【００１８】
【図１】セリシンのフィラグリン産生促進効果を示すグラフである。
【図２】総アミノ酸量を示すグラフである。
【図３】総アミノ酸に対するセリン含有量を示すグラフである。
【図４】角化細胞の増殖促進作用を示すグラフである。
【図５】角化細胞のフィラグリン発現促進作用を示すグラフである。
【図６】表皮水分量の変化を示すグラフである。
【図７】水分蒸散量の変化を示すグラフである。
【発明を実施するための形態】
【００１９】
　本発明は、セリシンを有効成分とするフィラグリン産生促進剤である。
【００２０】
　本発明で用いられるセリシンは、繭糸より抽出されるタンパク質であり、水との親和性
に優れ、化粧品や繊維加工などに用いられている。非結晶性タンパク質であるセリシンは
、親水性溶媒、好ましくは水を用いて繭糸から抽出することができる。たとえば、蚕繭や
生糸など、繭糸を含んでなる原料を熱水に浸漬して処理することにより、原料中のセリシ
ンを加水分解させて水中に溶出させることができる。このとき、必要に応じて、酸、アル
カリまたは酵素を併用してもよい。ついで、抽出液を公知のタンパク質分離精製手法に従
って精製することにより、高純度のセリシン水溶液を得ることができる。さらに、熱風乾
燥、減圧乾燥、凍結乾燥などの処理に付して乾燥させ、固体としてもよい。このようなセ
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リシンとしては、たとえば「ピュアセリシン」（セーレン株式会社製、和光純薬工業株式
会社より入手可能）などの市販品を用いることができる。
【００２１】
　本発明において、セリシンの平均分子量（重量平均分子量）はとくに限定されないが、
好ましくは５，０００～１００，０００であり、より好ましくは１０，０００～５０，０
００である。平均分子量が５，０００未満であると、所望の効果が得られないことがあり
、平均分子量が１００，０００を超えると、それ自身の水溶性が低下して取り扱い性が低
下することがあるとともに、水溶性低下に起因して、得られる効果も低下することがある
。なお、平均分子量は、高速液体クロマトグラフＣＬＡＳＳ－ＬＣ１０（株式会社島津製
作所製）を用いたＧＰＣ分析により測定し、求めることができる。
【００２２】
　繭糸に含まれる天然のセリシンには、分子量が異なるいくつかの成分があることが知ら
れている。たとえば、特開２００２－１２８６９１号公報によれば、分子量が約４０万、
約２５万、約２０万、約３万５千のセリシンが確認されている。前記した繭糸からの抽出
液は、これらセリシンを混合した状態で含んでいる。また、セリシン分子が互いに水素結
合し、見かけの分子量を増している場合もある。また、酸、アルカリまたは酵素を併用し
てセリシンを加水分解させて得た抽出液は、さらに多様な分子種を含む混合物である。本
発明では、用いる剤や濃度、温度、時間などの条件を制御することにより、好ましくは、
平均分子量が１０，０００～５０，０００の範囲にあるセリシンを、選択的に調製したも
のを使用することができる。
【００２３】
　また、前記セリシンと、フィチン酸および／またはビタミンＤとを併用することが好ま
しく、セリシン、フィチン酸およびビタミンＤのすべてを併用することがより好ましい。
セリシンと、フィチン酸および／またはビタミンＤとを併用することにより、フィラグリ
ン産生促進効果がより向上する。
【００２４】
　フィチン酸は、鉄などの金属イオンをキレートすることで抗酸化作用を示すことが知ら
れている。その他にも保湿、皮脂分泌の正常化、ｐＨ調節などの効果を期待して化粧品に
添加されている。しかし、これまでに、フィチン酸が角化細胞の増殖や分化に対して及ぼ
す影響は知られてはいない。
【００２５】
　また、ビタミンＤは皮膚において角化細胞の増殖と分化を制御することが知られている
。そのため、角化の異常亢進が原因で起こる乾癬という皮膚疾患に外用薬として用いられ
ることがある。しかし、これまでビタミンＤとフィチン酸やセリシンとの相乗的な作用に
ついては知られていない。なお、本発明においては、ビタミンＤ２またはビタミンＤ３の
いずれを使用してもよい。
【００２６】
　セリシンの配合量は、０．００１～２重量％であることが好ましく、０．０５～１重量
％であることがより好ましい。セリシンの濃度がこの範囲より低いと、本発明の効果が低
下あるいは消失する可能性があり、これを超える濃度としても、効果にはあまり影響がな
い可能性がある。
【００２７】
　ビタミンＤの配合量は、０．００００１～０．０１重量％であることが好ましく、０．
０００１～０．００１重量％であることがより好ましい。ビタミンＤの濃度がこの範囲よ
り低いと、本発明の効果が低下する可能性があり、これを超える濃度としても、効果には
あまり影響がない可能性がある。
【００２８】
　フィチン酸の配合量は、０．００１～１重量％であることが好ましく、０．０１～０．
１重量％であることがより好ましい。フィチン酸の濃度がこの範囲より低いと、本発明の
効果が低下する可能性があり、この濃度を超えると、組成物のｐＨを低下させたり、組成
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物中の他の成分を凝集・沈殿させる可能性がある。
【００２９】
　これらの成分の配合比（濃度）は、セリシン：ビタミンＤが１：１０～２０００００：
１であることが好ましく、１００：１～１００００：１であることがより好ましく、５０
０：１～５０００：１であることがとくに好ましい。セリシンとフィチン酸が１：１００
０～２０００：１であることが好ましく、１：１～２００：１であることがより好ましく
、１：１～１００：１であることがとくに好ましい。ビタミンＤとフィチン酸が１：１０
００００～１０：１であることが好ましく、１：５００～１：１０であることがより好ま
しく、１：２００～１：１０であることがとくに好ましい。配合比が、この範囲を外れる
と、本発明が目的とする相乗的な効果が得られにくくなる。
【００３０】
　本発明のフィラグリン産生促進剤により、肌のバリア機能を改善もしくは増強すること
ができ、またＮＭＦ量を増加させることができるため、肌を保湿することができる。
【００３１】
　本発明のフィラグリン産生促進剤の有効成分は、いずれも化粧品原料としての使用実績
があり、肌への安全性が確認されている。そのため、皮膚外用剤として用いることができ
、皮膚に直接付与することにより、フィラグリン産生促進効果を得ることができる。
【００３２】
　本発明の皮膚外用剤としては、たとえば、ローション、乳液、軟膏、クリーム、パック
などの形態とすることができ、化粧料、医薬品、医薬部外品などとして適用することがで
きる。
【００３３】
　本発明の皮膚外用剤には、前記有効成分に加えて、本発明の効果を損なわない範囲内で
、通常化粧品や医薬品等の皮膚外用剤に用いられる他の任意成分、たとえば、保湿剤、酸
化防止剤、紫外線吸収剤、乳化剤、増粘剤、界面活性剤、キレート剤、油性成分、アルコ
ール類、色材、粉末成分、ビタミン類、抗炎症剤、ｐＨ調整剤、防腐剤などを必要に応じ
て適宜配合することができる。
【００３４】
試験例１（セリシンによるフィラグリンｍＲＮＡの発現量の増強）
　ヒト正常表皮角化細胞ＮＨＥＫ（ＤＳファーマバイオメディカル KJB-101）について、
正常ヒト表皮角化細胞用無血清培地（ＤＳファーマバイオメディカル KJB-200）を用いて
24wellプレートに5×104 cells/wellの濃度で播種し、３７℃、５％ＣＯ２－９５％ａｉ
ｒの条件で培養した。播種から４８時間後に試験培地に交換し、２日乃至３日に一度培地
交換を行いながらさらに１週間培養した。培養終了後、リアルタイムＰＣＲによってフィ
ラグリンの遺伝子発現量を測定した。前記試験培地には、０．３重量％のセリシン、１．
２ｍＭの塩化カルシウムを添加し、それぞれのフィラグリン産生促進作用について調べた
。
【００３５】
　結果を図１に示す。セリシンはＮＨＥＫのフィラグリン遺伝子発現を約３．５倍上昇さ
せ、その効果は、角化細胞の分化促進作用があることが知られているカルシウムと同等で
あった。
【００３６】
試験例２（皮膚（顔面）へのセリシン連用試験）
　セリシンによるＮＭＦ増加効果を調べるために、皮膚（顔面）への連用試験を行った。
顔面左側（セリシン区）にはセリシン０．５％水溶液を、顔面右側（対照区）にはＲＯ水
（逆浸透膜を通した水）を、１日２回、朝と夜に適量塗布し、連用４週間後に角質サンプ
ルをテープストリップングにより採取して、ＮＭＦに特徴的なセリンの含有率を調べた。
角質サンプルの採取に際しては塗布物の直接的な影響を避けるため、測定の１５分以上前
に洗顔を行った。採取した角質サンプルは、５０体積％メタノール／５０体積％ＲＯ水に
て１２時間以上振とうして抽出し、アミノ酸分析を行った。
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【００３７】
　結果を図２および図３に示す。対照区と比較して、セリシン区では総アミノ酸量が増加
していた。また、セリシン区ではセリンの含有率が高くなっていた。セリンはＮＭＦ中の
アミノ酸の約３割を占めていることから、角質におけるセリン含有率の増加は、ＮＭＦ量
の増加を反映していると考えられる。つまり、得られたデータは、セリシンが角化細胞の
フィラグリンの発現量を増加させることで、ＮＭＦの産生を促進していることを示してい
る。
【００３８】
試験例３（角化細胞の増殖・分化を促進する成分の探索）
　セリシンによるＮＭＦの産生促進作用は、セリシンと異なるメカニズムで作用する成分
を組合せることで相乗的に増強されることが期待される。そこで、ＮＭＦ産生の場である
角化細胞の増殖を促進する成分、および、ＮＭＦ産生促進（フィラグリン遺伝子の発現を
促進）する成分の探索を行った。
【００３９】
　不死化ヒト表皮角化細胞PHK 16-0b（JCRB）について、正常ヒト表皮角化細胞用無血清
培地を用いて6 well plateに4×105 cells/wellの濃度で播種し、３７℃、５％ＣＯ２－
９５％ａｉｒの条件で培養した。播種から９６時間後に試験培地に交換し、２日乃至３日
に一度培地交換を行い、さらに７日間培養した。培養終了後、細胞数をカウントし増殖率
を調べた。また、リアルタイムＰＣＲによってＮＭＦの元となるフィラグリンの遺伝子発
現量を測定した。
【００４０】
　前記試験培地は、対照として正常ヒト表皮角化細胞用無血清培地（ＤＳファーマバイオ
メディカルKJB-200）を用い、試験区０．６重量％のセリシン、１７５μＭのフィチン酸
、６．６μＭのビタミンＤ３をそれぞれ添加した。陽性対照として１．２ｍＭの塩化カル
シウムを添加した。
【００４１】
試験例３－１（角化細胞の増殖を促進する成分の探索）
　培養後のPHK-16-0bを回収し、トリパンブルーの排除能を指標に生細胞の数をカウント
した。その結果セリシン、フィチン酸、ビタミンＤ３はいずれもPHK 16-0bの増殖を促進
し、ビタミンＤ３が最も強力な作用を示した。結果を図４に示す。
【００４２】
試験例３－２（フィラグリン遺伝子の発現を促進する成分の探索）
　培養後のPHK16-0bを回収し、フェノール・クロロホルムを使用してＲＮＡを抽出、リア
ルタイムＰＣＲによってフィラグリン遺伝子の発現量を調べた。その結果、セリシンとフ
ィチン酸がPHK16-0bのフィラグリン遺伝子発現を促進することが示された。結果を図５に
示す。
【００４３】
　ここで、試験例３の結果について、一般的にビタミンＤは、角化細胞の増殖を抑制し、
分化を促進する成分として知られているため、本試験においても分化促進効果が期待され
た。しかしながら、実際には細胞の増殖に寄与していることを示すデータが得られた（図
４および図５）。この作用が、試験に用いた細胞（PHK16-0b）に特異的な作用である可能
性もあるが、本発明の目的としては、ビタミンＤが細胞の増殖または分化のいずれかに、
セリシンと相乗的に作用していればよく、いずれにせよビタミンＤを使用することは有用
であると考えられる。これらの候補成分を組み合わせた時の作用については以下の試験例
４に示す。
【００４４】
試験例４（皮膚（上腕部）への連用試験）
　セリシン、フィチン酸、ビタミンＤおよびそれらの組み合わせについて、肌の水分状態
の改善効果を調べるために、４週間の皮膚（上腕部）への連用試験を行った。
　上腕内側の左右各３点（計６点）に対し、試験液を４週間、朝と夜の１日２回塗布し、
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定期的に水分量および水分蒸散量を測定した。試験液は、ＲＯ水、フィチン酸（１７５μ
Ｍ）、フィチン酸（１７５μＭ）＋ビタミンＤ３（６．６μＭ）、セリシン（０．６重量
％）、フィチン酸（１７５μＭ）＋セリシン（０．６重量％）、フィチン酸（１７５μＭ
）＋ビタミンＤ３（６．６μＭ）＋セリシン（０．６重量％）、をそれぞれ添加した。
【００４５】
水分量の測定
　塗布物の直接的な影響を避けるため、測定の１５分以上前に洗顔料にて前記上腕を洗浄
した。ついで、塗布した部分の四隅および中央の計５か所を、各点について測定し、平均
値を算出した。水分量の測定には、ＳＫＩＣＯＮ－２００ＥＸ（ＩＢＳ社）を使用した。
【００４６】
水分蒸発量の測定
　塗布物の直接的な影響を避けるため、測定の１５分以上前に洗顔料にて前記上腕を洗浄
した。ついで、塗布した部分の中央付近２か所を、各点について測定し、平均値を算出し
た。水分蒸発量の測定には、Ｃｕｔｏｍｅｔｅｒ　ＭＰＡ５８０（Ｔｅｗａｍｅｔｅｒ 
ＴＭ３００、日本代理店：株式会社インテグラル）を使用した。
【００４７】
試験例４－１（表皮水分量の変化）
　表皮水分量は、連用２週目以降に変化が現れた。セリシンやフィチン酸、フィチン酸+
ビタミンＤを連用し続けた場合には、水分量に大きな変化は見られなかった。しかし、フ
ィチン酸やフィチン酸＋ビタミンＤにセリシンを組合せることで、水分量は大きく増加し
、相乗的な作用を示した。とくに、セリシン+フィチン酸+ビタミンＤを組合せた場合に、
最も高い値を示した。結果を図６に示す。
【００４８】
試験例４－２（水分蒸散量の変化）
　また、水分蒸散量を連用前後で比較すると、セリシンやフィチン酸を塗布することで水
分蒸散量の減少が認められた。とくに、セリシン+フィチン酸+ビタミンＤを組合せた場合
に、最も低い値を示した。結果を図７に示す。
【００４９】
　皮膚外用剤としての処方例を以下に示す。数値は重量％を示す。
【００５０】
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【表１】

【００５１】
ｐＨ：７.０
製法：油性成分および水性成分をそれぞれ混合均一化して７５℃に加熱したのち、水性成
分に油性成分を添加して乳化し、撹拌しながら冷却した。
【００５２】
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【表２】

【００５３】
ｐＨ：６．５
製法：油性成分および水性成分をそれぞれ混合均一化して７５℃に加熱したのち、水性成
分に油性成分を添加して乳化し、撹拌しながら冷却した。
【００５４】
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【表３】

【００５５】
ｐＨ：６．５
製法：油性成分および水性成分をそれぞれ混合均一化して７５℃に加熱したのち、水性成
分に油性成分を添加して乳化し、撹拌しながら冷却した。
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